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Abstract 



The invention relates to derivatives of nucleosides an d their use for the synthesis of oligonucleotides 



These derivatives are in accordance with the formula: 



(I) in which B represe nts a radical derived from 



with R1 



guanine, cytosine or adenine, whose exocylic NH group is protected by the group L 
representing a hydrogen atom or an alkyi radical and R2 a hydrogen atom, and alkyi radical, an alkoxy 
radical and o ptiona lly substituted aryloxy radical, R3 represents a hydrogen atom , the dimethoxytrityl radical 



or the radical 



m 



or a radical suitable for the 



R4 represents a hydrogen atom, the radical of formula: 
synthesis of polynucleotides and R5 represents a hydrogen atom or the protected or unprotected hydroxyl 
OH radical. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



.7abstract?CY=ep&LG=en&PNP=US4980460i&PN=EP0241363&ClJRDRAW=l&D 



® 



J 



Euroj^^hes Patentamt 
European Patent Office 
Office europden des brevets 



(§) Numero de publication: 



0 241 363 

A1 



® 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



@ Nuindroded6p6t: 87400739.6 
@ Oatedad6p6t: 03.04.87 



© Int. CI.*: C 07 H 21/00 

C 07 H 19/173, 

C 07 H 19/073, C 07 H 19/12 



@) Priority: 08.04.86 FR 8604990 


(g) Demandeur: COMMISSARIATAL'ENERGIE ATOMIQUE 




31/33, rue de la F6d6ratlon 


@ Date cfe publication de ia demande : 


F-76016 Paris (FR) 


14.10.87 Bulletin 87/42 






@ Inventeur: Molko.Dldler 


@ Etats contractants ddslgn^a : 


11, Avenue de la Qare 


AT. BE CH DE E8 FR GB OR IT LI LU NL SE 


F-38120Tullln8 (FR) 




Schulhof , Jean-Claude 




49 Le Hameau Reuri 




MontbonnotF-38330 Saint lamfer (FR) 




Teoule, Robert 




52, rue Thiers 




F-38000 Grenoble (FR) 




@ Mandataire: Mongrddlen, Andr« et al 




c/o BREVATOME 25, rue de Ponthieu 




F-75008 Paris (FR) 



CO 
iO 
CO 



CM 



Ill 



@ D6riv6s de nucleosides et leur utilisation pour la synthdsa d'ollgonucltetldas. 

@ L'Invention a pour objet des d6riv6s de nucleosides et leur 
utilisation pour la synthdse d'ollgonucieotides 
Ces derives r6pondent & la formule : 

„1 



-CO-CH 



CI) 



dans laquelle B repr6sente un radical d6riv6 de la guanine, de la 
cytosine ou de Tadfinine dont le groupement NH exocyclique 
est prot6g6 par le groupement 

1 

R 

-CO-CH ^ 

\ 2 
R 



avec Ri repr6sentant un atoms d*hydrog6ne ou un radical 
alkyle et R2 representant un atome d*hydrog6ne, un radical 
all<yle. un radical aicoxy ou un radical aryloxy 6ventuellement 
substttu6, R3 repr6sente un atome d'hydrogSne. ie radical 
dimdthoxytrityle ou ie radical : 

1 



CH - CO 



repr6sente un atome d'hydrogdne, le radical da formula 

1 



CH - CO, 



ou un radical convenant k la synthdse de poiynuci6otides, et RS 
repr6sente un atome d'hydrogdne ou te radical OH hydroxyle 
protSgd ou non. 
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Description 

D6i1v6s de nuct e^osides et leur utiltsation pour la synthase d'oligonudtetides. 

La pr§sente invention a pour objet de nouveaux d6riv6s de nucl6oscdes et leur utinsation pour la synthase 
o oligonucleotides. ' 

De fa<?on plus precise, elle conceme des deriv6s de nucl6osides form6s k partir de bases pyrimldiques ou 
puriques comportant des groupements NH2 exocycllques. c'est-A-dire des nucleosides form6s a partir 
d adenine de guanine ou de cytosine, qui sont utilisables en particulier pour la synthase d'oligonucl§otides 
La synthase d oligonucltotides consists k lier entre eux des nucteosfdes par un groupement Dhosohate 
pour former une chaine d'ADN (acida d6soxyribonucl6ique) ou d'ARN (acide ribonucteique) Dans cet 
assemblage, les groupements phosphates }ntemucI§otidiques relient toujours la fonctlon hydroxyle en 
position 3 d un nucleoside k la fonctlon hydroxyle en position 5' d'un autre nucleoside, Ainsl. lors de la 
reaction de synthdse, seules les extr6mit6s 3' et 5' des nucleosides sont soIlicit6es et la base nucieique 
(punque ou pyrimidique) utilises ne doit pas intervenir au cours de cet assemblage 

Lorsque ces bases comprennent des groupements NH2 exocydiques. 11 est necessaire de proteger ces 
groupements lors de la synthese des oligonucleotides car ceux^ji sont trop reactife et risquent d'interferer 
avec les reactions de synthese. 

Cette protection des groupements NH2 exocydiques doit r6pondre k certaines caract6ristiaues • 

- elle doit etre selective et facile k realiser, 

- elle ne doit pas induire de modifications de r6activite des autres sites du nucleoside, et etre stable pendant 
20 toutes les etapes de la synthese digonucieotidique. et 

- elle doit pouvoir etre eiiminee ensuite dans des conditions douces sans d6truire rollgonucl6otide qui vient 
d etre synthetise. 

Les groupements NH2 exocydiques des nud6osides ont le plus souvent ete proteges sous la fomie 
d amides, par exemple au moyen de groupes benzoyls ou anisoyle dans le cas de Tadenine et de la cytosine 
comme W est decrit par H. SCHALLER et al dans J. Amer. Chem. Soc. (1963). vol. 85. p. 3821^27. et au moyen 
du groupe isobutyryle dans le cas de la guanine comme II est decrit par H.BOCHI et H, KHORANA dans J. Mol 
BioL (1972), voL 72, p. 251-288. 

Ces groupes protecteurs peuvent etre eiimines en fin de synthese par action de I'ammoniaque k 28(Vb 
pendant 17 h. k une temperature de 60*'C. comme U est preconise. Dependant la RMN du proton montre que 
dans ces conditions on n'6limine pas tous les groupements isobutyryle de la guanine ; n est done preferable 
de porter le temps de reaction k 72 heures, toujours k une temperature de 60*' C. 

Ce mode d'eifminatlon des groupes protecteurs constrtue un inconvenient car les conditions mises en 
oeuvre ne sont pas suffisamment douces pour pouvoir etre utilisees avec des nucleosides modifies, peu 
stables en milieu alcalin, comme c'est ie cas par exemple de la dihydro-5.6 thymidine. 

Aussf. des recherches ont 6te entreprtses sur la possibilite d'utiliser d'autres groupements acyle plus 
faciles k eiimlner, utilisables en particulier pour la synthese d'ollgonucieotides k partir de nucleosides labiles 
par la metfiodologie de synthese sur support qui consists k fixer le premier nucleoside de la chaTne sur un 
support, generalement en silice, et k effectuer ensuite successivement des cycles de condensation pour fixer 
sur le premier nud6oslde les autres nudeosides dans I'ordre voulu. L'utilisation de groupements acyie plus 
40 faciles k eiiminer pemnet par ailleurs d'obtenir un meilleur rendement de deprotectlon. Ce point est tres 
important car la presence de bases incompietement d6protegees presents un inconvenient pour I'utilisation 
des produits obtenus. 

La presente Invention a pr6cis6ment pour objet de nouveaux derives de nucleosides comportant des 
groupements protecteurs de type acyle, susceptlbles d'etre eiimines fecilement. 
45 Les derives de nucleosides de rinvention repondent k la formula : 



25 



30 



35 
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dans laquelle B repr6sente un radical bivalent choisi parmi 
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(III) ou 




"^^^^ (IV) 



10 



reli6 au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- repr6sente un atome d'hydrog^ne ou un radfcal alkyle, 

- R2 repr6sente un atome d'hydrog^ne. un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non substitue ou 15 
substitu6 par un ou des groupements choisis parml NO2, CN, alcoxy, aryloxy. 



^OR ^r' 2 " -r' '^^(0R)2' 



20 



alkyle ou aryle substHu6 ou non. SR avec R repr6sentant un radical alkyle ou aryle. d J'exclusion de R^ « H et 

R2«CH3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de Ri = R2«,cH3 lorsque B est le radical (11) ; 

- R3 represente un atome d'hydrogdne. un radical labile en milieu acide ou le radical da formule : 25 



CH - CO - 



30 



dans laquefle R^ et R^ ont la signification donn6e cl-dessus, 

- R^ repr6sente un atome d'hydrogdne. un radical phosphor^ ou le radical 



35 



CH-CO- 



40 



dans lequel R^ et R2 ont la signification donn6e cl-dessus; et 45 

- RS represente un atome d'hydrog6ne ou le radical OH prot6g6 ou non. 

A titre d*exemple. les radicaux labiles en milieu acide susceptibles d'dtre utilises pour former R3 dans le 
compos6 de formule (I) sont en particuller des radicaux utilisables en synthase ollgonucl6otidique tels que : 

- les radicaux trityie r6pondant k la formule : 

50 




55 



dans laquelte R«. R^ et R8 qui peuvent dtre identlques ou diff§rents, reprdsentent un atome d*hydrog6ne. un 
radical alkyle ou un radical alkoxy. par exemple le radical monom6thoxytrityle ou le radical trityie de formule (V) 
dans taquelle R® et R^ repr6sentent le radical m6thoxy et R« repr6sente un atome d'hydrogdne ; 
- les radicaux pixyle et les radicaux ph6nyl-9 xanthdnyle. 
A titre d'exemple. les radicaux phosphores susceptibles d*6tre utilises pour fomier R^ dans le compost de 65 



3 
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jalement des radlcaux utillsables en synthase oligonucf6otidiqiJe tels que le radical de 

formule : 



0 = P - 0 (C H ) NH (VI)^ 
J 2 5 3 

0 C H CI 



6 4 

10 (e radical de formule : 



CH 

CH ' 



^ 3 



« NCCH^CH^O^ - CH3 ^^^^^ 



le radical phosplionate de formule : 



» (-) 
25 H - P - 0 

0 



Selon rim^ention. lorsque RS represente le radical OH prot6g6. on utilise comme groupe protecteur de OH 
les groupes habituellement utilis6s dans la synthase des ribonucleotides. 

Les d6riv§s de nucteosides de rinvention sont ainsi les produits de I'union I0) d'une base formte par la 
guanine, la cytosine ou I'ad6nine et 2o) du ribose ou du d^soxyribose. les nucleosides 6tant modm#s au moins 
sur le groupement NH2 exocyctique de leur base par un groupement 



- CO - CH"^ 

\ 2 
R 

lis peuvent egalement etre modrfi6s par ce m§me groupement sur les positions 3' et 5' du desoxyribose ou 
2', 3' et 5' du ribose. ou les positions 3' et 5' du ribose ou du desoxyribose peuvent etre modifiees par d'autres 
groupements qui sont les groupements labiles R3 pour la position 5' et le groupement phosphor^ sur la 
position 3' du ribose ou du desoxyribose. 
Les groupements acyle de formule 

1 

50 R 



- CO - CH 



2 

R 



utilises dans rinvention sont particulierement interessants pour la synthase des nucleotides car ils peuvent 
§tre eiimines facilement en fin d'op§ration. par exemple par traitement k Pammoniaque pendant 2 a 8 h selon le 
groupement utilise, k la temperature ambiante, ce qui permet de Iib6rer simuttanement le polynucleotide du 
support sur lequel il a ete synthetis6. lorsqu'on utiise la methode de synthese sur support 
60 Dans le groupe protecteur de fonnule 



65 
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R 

^ 1 



- CO - CH 



R 



5 



Utilise dans i'invention, R"" peut presenter un atome d'liydrogdne ou un radical alkyle. et R2 peut repr6senter 

un atome d'hydrogdne, un radical ail<yle. un radical alcoxy ou un radical aryloxy 6ventuellement substitu6 par lo 

diff^rents groupements. 

Les radlcaux alkyle susceptibies d*§tre utllls6s pour et R2 peuvent §tre des radicaux Iin6alres ou ramifi6s, 
par example des radicaux methyle. ^thyle. ... 

Les radicaux alcoxy susceptibies d*§tre utilises pour R^ peuvent etre 6gaiement des radicaux Iin6aires ou 
ramifi6s. Les radicaux aryloxy susceptibies d'etre utiiis6s peuvent dtre en partlculier des radicaux d6riv6s du 15 
benzdne, du naphtai6ne et de i'anthracSne, par exemple le radical ph6noxy, et lis peuvent dtre substitu6s par 
un ou plusieurs des substituants mentlonn^s pr^c6demment. 

Selon I'invention. on choisit le groupement protecteur des groupements NHa exocyciiques en fonction de la 
base utilis6e afin d*obtenir la resistance au traitement alcalin souhait^. 

Gen^raiement, lorsque la base utilis^e est la guanine, R^ repr6sente un atome d*hydrogdne et R2 est un 20 
radical alcoxy ou un radical aryloxy dventueliement substituS. 

A titre d'exemple, le radical R2 peut §tre le radical ph6noxy, le radical m6thoxy ou le radical chloro-2 
ph6noxy. 

Lorsque la base utiiisde est I'ad6nlne. R^reprdsente de pr6f6rence un atome d'hydrog6ne et R2 repr6sente 
un radical aryloxy 6ventuellement substitue, par exemple le radical ph6noxy. 25 

Lorsque la base est la cytosine. les radicaux R^ et R2 sont de pr6f6rence des atomes d'hydrogdne ou des 
radicaux alkyle, par exemple des radicaux m6thyle. 

L'utilisation des groupes protecteurs mentlonn6s ci-dessus permet d'obtenir une reduction du temps de 
d6protection des oligonucleotides obtenus par assemblage des nucleosides de Tinvention, pulsque ce temps 
peut 6tre seulement de 2 ^ 8 h selon le groupement utilise, au lieu des 17 4 72 h necessaires anterieurement. 30 
On peut par ailleurs operer dans des conditions reactionnelles plus douces pulsqu'on realise la deprotection h 
temperature ambiante alors qu'il etait necessaire auparavant de chauffer ^ 60" C. De plus, rutiilsation de ces 
groupes protecteurs eilminables plus facilement permet dMncorporer lors de la synthese des oligonucleotides 
des bases nucieiques modifiees sensibles k des conditions alcalines plus violentes. par exemple de 
syntlietiser des fragments d*ADN porteurs de iigands sensibles k des anticorps. S5 

Bien que IMnvention s'applique aux nucleosides derives du ribose et aux nucleosides derives du 
desoxyribose, on Tutilise de preference pour les nucleosides derives du desoxyribose. c*est-e-dlre aux 
derives de formule (I) dans laquelle R^ est un atome d'hydrogdne. 

Les derives de nucleosides de rinventlon peuvent dtre prepares par des precedes classlques. analogues k 
ceux utilises pour fixer les groupements benzoyle et anisoyle sur les nucleosides k base d'adenlne ou de 40 
cytosine. Dans ces precedes, on part du nucleoside de la guanine, de la cytosine ou de i'adenine, que Ton fait 
reagir avec le chlorure d'aclde de formule : 




CH - COCL 



45 



50 



OU l*anhydride d'acide de formule : 



55 



60 



65 
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15 



20 



25 



1 

R 



2 

R 



1 

10 R 



CH - CO 

\ 

0 



CH - CO 



c^^ f^ ""^Vt^"^ ranhydride ou le chlomre d'acide rtagit ggalement avec les groupements hydroxvle 
denv6 de formule (I) dans lequei R3 et R* reprfisentent tous deux ie radical : legesouie 



1 

/« 

- CO - CH 

\ 2 
R 



30 



35 



46 



SO 



SS 



60 



Ho I?fo.L ? '^f ^ 3' et 5' par hydrolyse s6lectlve. ce qui permet d'obtenlr 

de nucleosides de formule (I) dans laquelle R3 et R4 representent des atomes d'hydragdne. 

fn^,ST^^^' les d6nv6s de nucldosides de fomiule (I) dans laquelle R3 reprteente un radical trityle de 
^H*"""* ! groupement dimdthoxytrityle. et R* repr^sente un atome d'hydrogdne BrSJSt 

S^l^rS^te °«»»«""« pr6c6deniment avec le chtorure de trftyle cor^^pSndant d^s^ 

a^^'^t'*^^ '^^^^'^^f^?^ rtpondant & la fomiule (I) dans laquelle R3 reprtsente un groupement trltyfe et 
reprSsente solt le radical de formule (VI). solt le radical de formule (VII). sort un radical de fomiule : 



40 H - P - 0 

u 

0 




S Tf^L. a; f "1 identiques ou diffferents. sort des radicaux alkyle. par example 

S ;;nZ of ™ I^P^f ^ P™°*^^^ classiques 4 partir des d6riv6s de nuclSoslctes de formule (1) 

dans laquelle R3 repr6sente un radical trityle et R* repr6sente un atome d'lrydrogdne. 

avfrf^H.. ?'"^*"If • ^ ^^^'"P'^- '« radical de fomiule (VI). on fait r6agir ce d6riv6 de nucl6oslde 

rhfnr^ f K "^^u "^f phfinylphosphoryle dans un soivant approSri6. Le bistriazolidate de 

chloro^ pMnylphosphoryle peut 6tre pr6par« par addition de dichlorophosphate de chloro-4 phfinyte 4 une 
suspension de trtazoie et de tri6thylamine dans du dioxanne. cnioro-* pnenyie a une 

.wo^'^H^R ^* ™P ^ ®f «'"P'«. 'e radical de formule (VII). on peut faire rdagir le d6r^6 de nuddoside 

pSs^JcVd^rsotr^SlJS^ N.N^iisopropyl amino phosphoramidite dar^un solvent approprl. eS 

Lorsque reprtsente, par exemple. le radical de formula : 



H - P - 0 




?*Tnh-'ff'Hf ^rr- "J" P^"^^"* identiques ou differents. sort des radicaux alkyle. on peut faire 
«5 ?riJ^. ^ nucleos.de avec de la chIoro-2 benzo(5.6-a) [dIoxo-1 .3 phosphor-2 lnone-41 puis avec un sel 
65 de tnalkyi ammonium tel que rac6tate de trtetiiyl ammonium. ^""aei 
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Les ddriv6s de nucleosides obtenus par ces trois m^thodes peuvenl^tre utiitsds pour ta synthdse 
d'ologonucf^otrdes soft par synthase phosphotriester dans le cas oQ est le radical de formule (Vi), soit par 
synthase phosphoramldite dans le cas oO est le radical de formule (VII), soit par synthase H-phosphonate 
dans le cas oCl R^ est le radical de formule : 



H - P - 0 

5 




10 



en utillsant 6gaiement pour Tassemblage des chaTne oiigonucl6otidlques d'autres nucfdosldes. par exennpie 
ceux correspondant a la thymidine et k la desoxy-2' uridine, ou encore des nucleosides comportant des bases 
labiles en milieu alcalin ou d'autres nucleosides Tabites en milieu alcalin. 
Le procede, selon I'lnvention, de synthase d'ollgonucieotides, comprend : 

1o au moins un cycle de condensation dans tequel on condense sur un derive de nucleoside ou sur un 
oligonucleotide un derive de nucleoside de formule : 



15 



20 



3 
R 0 




0 B-CO-CH 



\ 2 



4 5 
OR R 



(I) 



25 



30 



dans laquelle B reprSsente un radical bivalent choisi parmi : 




(II) 



NH 



I N|< 



<1V) 



35 



40 



reiie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- Ri represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 

- R2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi N02, ON. alcoxy, aryloxy, 



45 



50 



aryloxy, CI, F, C 



or'^^r' 



0 \ 



<0R)2' 



alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a Texciusion de R"* « 
et R2 = CHdlorsque 8 est le radical (II) ou (111) etdeR^ R^ » CH3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R3 represente un radical labile en milieu acide. 

- R^ represente un radical phosphore, et 

- R5 represente un atome d'hydrog6ne ; et 

2o) une etape d^eilmination du ou des groupes protecteurs de formule : 



55 



60 



65 
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40 



45 




CH - CO - 



t^T *^^"f"^ ®* sont tels que d^finis ci-dessus. par exemple par mise en contact de 
w I oHgonucIeotide avec de rammoniaque k la temperature ambiante. 

La synthese oHgonucl^otidique peut §tre effectu6e soit par des m6thodes en solution, soft par des 
methodes de synthase sur support. On utilise de preference les m6thodes de synthase sur support car 
celies-ci sont mieux adapt6es A rutilisation de nucleosides plus labiles, sans qu*il y ait une perte de rendement 
au cours de I'assemblage. 

15 Les nucleosides de rinvention peuvent done trouver des applications fntdressantes en tant que produits de 
base destines k la synthase de fragments d'ADN ou d'ARN. lis peuvent egalement convenir pour incorporer 
dans des oligonucleotides de synth6se des bases modmees fragiles. ce qui peut concemer en particulier les 
produits de radiolyse gamma de TADN ainsi que les produits de photolyse. 

Les nucleosides de rinvention peuvent pemiettre egaiement Tacces k de nouvelles molecules k activrte 
20 antivirale et k de nouvelles sondes d'ADN. 

Les exemples suivants de preparation et d'ufilisation des nucleosides conformes k I'invention sont donnes 
bien entendu k titre non limftatif pour lliustrer rinvention. 

EXAMPLE 1 : Preparation de (N2 -phenoxyacetyi)-d6soxy-2^ guanosine (compose no)1 
25 On seche 1080 mg (4 mmol) de desoxy-2' guanosine par additions et evaporations succsssives de pyridine 
anhydre. puis on les met en suspension dans 20 ml de pyridine anhydre et on introduit la suspension dans un 
ballon. On refroidit le ballon au bain de glace et on y ajoute lentement 6 equivalents (4.25 g ; 24 mmol) de 
chlorure de phenoxyac6tyle k 0°C. On laisse ensuite la reaction se poursuivre it la temperature ambiante 
pendant 90 min. Un precipite blanc de chlorure de pyridlnium apparaft dans le milieu reactionnel tandis que 
30 celui-ci prend une coloration orangee k brune. On obtient aInsi le d6rfve triproteg6 du nucleoside de depart 
c'est-e-dire le derive de formuie (I) dans laqueile B represente le radical defonmuie (II), derive de la guanine Ri 
represente un atome d'hydrogene. R2 repr6sente le radical phenoxy, R3 et R* representent le radical 
phenoxyacetyle et RS est un atome d'hydrogene. 

On detruit alors I'excds de chlorure d'acide k 0*^0 par 2 ml d'eau bidistiWee, ce qui solubilise le miUeu 
35 reactionnel puis on le diiue par 100 ml de (^foroforme. On lave 4 fols la phase chlorofonnlque par 50 ml de 
solution aqueuse k 50/o de bicarbonate de sodium pour eiiminer i'acide phenoxyacetique forme. On seche 
alors fa phase chioroformlque sur du sulfate de sodium, on evapore le solvant et on obtient ainsi un residu 
orange. On dissout celui-ci dans 100 ml de pyridine refroidis 40**G, puis on ajoute 100 ml de soude 0 2 N eo^C 
On effectue ainsi l*hydroIyse selective des positions 3' et 5' en 20 min. On neutralise alors le milieu au moyen 
de fa reslne 6changeuse de cations, Dowex 50W-X8 d'une granulometrie de 100 e 200 mesh (0.074 A 0 149 
mm), sous forme pyridinium. Aprds filtration et rinpage de la r6sine, on 6vapore k sec le filtraL 

On Isole ensuite la N2-phenoxyacetyl-d6soxy-2' guanosine fomiee par chromatographie sur une coionne de 
silice (3 cm de diamdtre, 15 cm de hauteur) que I'on eiue par un gradient de chloroforme-methanol 
L evaporation des fractions contenant le produtt recherche permet de recueillir 250 mg de Nz-phenoxyacetyl- 
desoxy-2' guanosine. ce qui conrespond k un rendement de 15<Vb. 

On contrdle I'identfte et la purete du produit obtenu par resonance magnetique nucieaire k 250 MHz. par 
chromatographie en couche mince et par spectrometrie de masse. On obtient les resultats suivants' : 

- Rf = 0,36 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en voi), 

- (M + H) pic moieculaire (m/e : 402-130>b) ; guanine phenoxyacetytee (m/e : 286 - 51%). 

50 

EXEMPLE 2 : Preparation de[-N2-(chloro-2 phenoxy)acetyll-d6soxy-2^ guanosine (compose no)2 

On seche 1080 mg (4 mmol) de desoxy-2' guanosine comme dans I'exemple 1, puis on les met en 
suspension dans 20 ml de pyridine anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d'eau glacee 
On ajoute lentement k 0°C. 6 equivalents (5.1 g ; 24 mmol) de chlorure de (chloro-2-phenoxy)acetyle On 

55 laisse la reaction se poursuivre k la temperature ambiante pendant 150 min. Une coloration verte k marron 
apparaft dans le milieu reactionnel et on fomie ainsi le derive triprotege du nucleoside de depart, soit le derive 
de formuie (I) dans laqueile B represente le radical de formuie (II) derive de la guanine. Ri represente un atome 
d'hydrogene. R2 represente le radical chIoro-2 phenoxy, R3 et R-* representent le radical chioro-2 
phenoxyacetyle et RS est un atome d'hydrogene. 

60 On detruit rexces de chlorure d'acide e 0**C par 2 ml d'eau distiliee qui solubilisent le milieu reactionnel. On 
le dilue alors par 100 ml de chloroforme et on lave cette phase chlorofomiique par 4fois 50 ml d'une solution 
aqueuse k 50/0 de bicariaonate de sodium pour eiiminer I'acide chlorophenoxyacetique. On seche la phase 
chloroformique sur du sulfate de sodium, on evapore le solvant et ron obtient ainsi un residu orange. On 
dissout ce residu dans 100 ml de pyridine, on place ta solution obtenue dans un bain d'eau glacee et on lui 

65 ajoute 100 ml de soude 0^ N. ce qui donne un melange titrant 0.1N et pemiet d'hydrolyser seiectivement les 
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oside en 20 min. On neutralise alors le milieu paflKi 



positions 3' et 5' du rncT^oside en 20 min. On neutralise alors le milieu par^PF&slne §changeuse de cations 
Dowex 50W-X8 uti!ls6e dans Texemple 1 sous forme pyrldlnium. On tiltre et on rince la r6slne, puis on dvapore 
4 sec le filtrat. On obtient ainsi la [N2-(chloro-2 ph6noxy)ac6tyl]-d6soxy-2' guanosine qui est soluble 
uniquement dans la pyridine. 

On la purffle par chromatographie sur colonne de silice en utillsant un gradient chloroforme-m6thanol. On 5 
isole ainsi 220 mg du compost no2. ce qui correspond ^ un rendement de 130/o. On caract^rise le compos6 
par chromatographie en couche mince et par spectrom^trie de masse. 
Les r6sultats obtenus sont les sutvants : 

- Rf » 0.4 dans un melange de migration chloroforme-m§thanol (80/20 en volume). 

- (M + H) : pic mol6culaire (m/e : 436-170/o) ; guanine chloro-2 ph6noxyac6tyl6e (m/e : 320 - 440/o). 10 
La purete du produit est confirmee par analyse par resonance magnStique nucldaire k 250 MHz. 

EXEMPLE 3 : Pr6paration de( N2-m6thoxyac6tyl)-d6soxy-2'gu£mosine (compost no3) 

On s^che 5,4 g (20 mmol) de d^soxyguanosine puis on les met en suspension dans 100 ml de pyridine 
anhydre. On refroidit i O'^C et on ajoute lentement 4,5 Equivalents (10 g ; 90 mmol) de chtorure de 15 
m6thoxyac§ty)e. On lalsse la reaction se poursuivre k la temperature ambiante pendant 3 h pour former le 
d6riv6 triprot6g6 du nucleoside de depart, soit le ddnv6 de formule (I) dans laquelle B repr^sente le radical de 
formule (11) d6riv6 de la guanine, repr^sente un atome d'hydrogdne. R2 repr6sente le radical m6thoxy, et 
R^ repr^sentent le radical m6thoxyac6tyle et R^ reprdsente un atome d*hydrogdne. 

On detruit Texcds de chlorure d'acide par du methanol pendant 30 min, ce qui produit du methoxyacetate de 20 
methyle de basse temperature d'6bullition (129-130° C). On Svapore les sotvants et on reprend le r^sidu par du 
chloroforme, puis on le lave par une phase aqueuse ^ BO/o de bicarbonate de sodium. On sdche la phase 
chloroformlque sur du sulfate de sodium, puis on I'dvapore, ce qui conduit i l*obtention d'un residu orange qui 
correspond au derive triprotege. 

On purifle le derive par chromatographie sur colonne de silice (dlametre 4 cm. longueur 10 cm) en utillsant 25 
un gradient chloroforme-methanol. On recueille ainsi 7 g de derive triprotege, ce qui correspond A un 
rendement de 730/o. 

On hydrolyse alors les tonctions ester au moyen d'un melange de tri6thylamine, de pyridine et d'eau 
(20/20/60 en volume). On evapore ensuite les solvants et on purifie la N2-methoxyacetyl desoxy-2' guanosine 
(compose no3) par chromatographie sur colonne de silice silanisee en realisant I'etutlon par un melange d'eau 30 
et d*acetone (70/30 v/v). On obtient ainsi 3,4 g de produit, ce qui correspond ^ un rendement de 51 (Vb. On 
contrdle le produit par resonance magnetique nucieaire k 250 MHz et par spectrometrie de masse et Ton 
obtient les resultats suivants : 

- (M-H) : pic moieculaire (m/e : 338-100/o) ; guanine methoxy-acetyiee : (m/e : 222 - 31o/o). 

35 

EXEMPLE 4 : Preparation de (N6-ph6noxyacetyl)-d6soxy-y adenosine (compose no4) 

On seche 1025 mg (4 mmol) de desoxyadenosine puis on les dissout dans 20 ml de pyridine distiliee 
anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d*eau glacEe. On ajoute alors lentement 8 
equivalents d'anhydride phenoxyacetique (9,5 g ; 32 mmol) dissous dans 20 mi de pyridine A O"* O. On lalsse la 
reaction se poursuivre ^ la temperature ambiante pendant 90 min et une coloration Jaundtre apparalt 40 
progresslvement. On forme ainsi le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B represente le radical de 
formule (IV) derive de Tadenine, R^ represente Thydrogdne, R^ represente te radical phenoxy, R^ et R^ 
representent le radical phenoxyacetyle et R^ represente un atome d'hydrogdne. 

On detruit alors Texces d*anhydrlde d'acide ^O^'C par addition de 3 ml d'eau distiliee, puis on dilue le milieu 
reactionnel par 100 ml de chloroforme. On lave la phase chloroformlque 4 fois au moyen de 50 mi d'une 45 
solution aqueuse k 50/o de blcarisonate de sodium, et on evapore le solvant, ce qui conduit k Tobtention d*un 
residu jaune. On dissout celui-ci dans 100 ml de pyridine et, apres avoir place la solution dans un bain d'eau 
glacee, on ajoute 100 ml de soude 0,2 N 4 O^'C pour hydrolyser selectivement les positions 3' et 5' de 
I'adenosine en 15 min. On neutralise alors la resine echangeuse de cations Dowex 50W-X8 sous forme 
pyrldlnium utllisSe dans Texemple 1. On filtre et on rince la resine puis on evapore e sec le filtrat. 50 

On obtient ainsi la (N6-phenoxyacetyl)-desoxy-2' adenosine (compose no4) que Ton purifie par 
chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm et longueur 10 cm) en utillsant un gradient de 
chlorofonme-methanoi (100-0-96-4). On evapore alors les fractions contenant le produit recherche et Ton 
obtient alnsI 1010 mg d'une poudre blanchatre, ce qui correspond k un rendement de 650/o. 

On caracterise alors le produit par chromatographie sur couche mince, par resonance magnetique 55 
nucieaire du proton k 250 MHz et par spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sont les suivants : 

- Rf : 0.66 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en volume). 

- resonance magnetique nucieaire du proton k 250 MHz : ^H-RMN (pyridine ds) : 2,7-3,3 (m, 2H. Ha, H2-; 
4.1-4.35 (m, 2H, H5H5") ; 4.6 (m, H4O ; 5,25 (m, H3O ; 5.65 (s. 2H. CHa) ; 7.0 (m, Hv) ; 6,9-7.4 (m. 5H. CeHs) : 8.75 

et 9.05 (s, Ha et He). 60 

- spectrometrie de masse : (M + H) : pic moieculaire (m/e : 386-1 6O/0) ; adenine phenoxy ac6tyl6e (m/e : 
270-660/0). 
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EXEMPLE 5 -^paraflon de (N4-isobut yfv»)-cl6soxv-2' cytidlne (compos6 no5) 
On sdche 4 mmol de dSsoxycywdine puis on (ss cWssout dans 15 ml de pyridine aniiydre et on introdult (a 

mmol) de chlorure d'Isobutyryle. On iaisse la rfiactton se poursuivre & la temp6rature ^biante pendirt 120 

cp^JntT ^i^-' repr6sente le radical de formula (III) d6riv6 de la cytoslne. R et R2 

JhSne ^ ^ ' " " reP^6sentent le radical Isobutyryle et R« reprtsente un JJome 

ro ml^JlSnf™^ ^ T^"f'^ 0-C par 2 ml d'eau bidistill6e et on dHue le milieu r^actlonnel par 100 

^™ °P "^If "u"^ chloroformique 4 fois par 50 ml de solution d 5<M> de bicarbonate de 
ohS un rLJlT'™' ^"'^ .sobu^que fom,6. on s6che sur du sulfate de sodium et on 6vapore 4 sea On 
soid«n J^Jt AooT"^? ^ °x ^ ^«fr°Wie & 0-C. On ajoute tdors 100 ml de 

soude 0.2 N 4 0-C et on laisse la r6action d'hydroiyse selective des fonctions ester en 3' et 5' du dfisoxyribose 
se poursuivre pendant 30 min. On neutralise alors le milieu par la r6sine 6changeusa d'tons SowS mSSs 
mZ pyndinlum utills6e dans rexemple 1 . On flltre ensSte et on rince laSe!^uls on 6«^reSL^ 

On purme par chromatographie sur colonne de siHce (diametre 4 cm ; L : 10 cm) en uBIisant un Gradient de 
chioroforme^Sthano (lOW 4 95^). On ivapore les solvants et Ton obttent ^si 6M^rd"^n7^udre 
blanche constitute d'isobutyiyl-d6soxycytldine. ce qui correspond k un rendement de 50% 

on caraotfinse le produit par chromatographie sur couche mince. spectromStrie de masse'et rfisonance 
magn6Mque nudfeaire du proton A 250 MHz. Les r6sultats obtenus sint les suiwints resonance 
- Rf : 0.55 avec le mfiiange de migration chloroforme-mSthanol (80/20) 
(m/^nStS!^)'*^ "^^ ^^^^^ '■ ""^ (m/e = 298-11(M,). cytoslne lsobutyryl6e 

^ o ',^^sonance rnagn6tique nuclSaire du proton & 250 MHz : iH-RMN (methanol d*) : 1 ,2 (d, 6H 2(CH3) de ib ) 
fi^6^H7X'- ' ^•^■^•^ = •• H3') ; : 7.6 i 

„ ^□,^'"1:^.! i . ^^P" ?"."" (N4jsobatyry l )( dlm6thoxy-4.4--tritv»-S' d6soxy-y cytidlne (compos6 no61 
r^nr^^^r ok compos6 no5 par additions et 6vapor^tlons s ucc^s de pyridine^anhydrB. On 

dKow!l?if n'^r-.^I '^2!** ! °" 2.75 mmol (1.1 6qul«S) de chlLro de 

«n 25 ml de pyndine. & 0-C. On laisse la rSactlon se poursuivre pendant 17 h 4 5-Cet 

on a^ute aiora 2 ml de methanol au milieu r6actionnel. Aprds 30 min. on chasse le soNant k I'dvaoorateur 
rotatrf et on raprend le rSsldu hulleux par 100 ml d'ac6tate d'fithyle. et on lave par 3^?^ ml d^Sflon 

sodium et on la <>oncentre. Par fraotlonnements sur colonne de gel de silioe. on isole le cdmposA noHral 
SS h J™?""""^ ^^iT^f ^ ^ '^^'^ ("') ^6rfv6 de la cytoslne. R^etS 

^ome d'Cr^TO dlm6thoxy^.4' trityle. R* est un atome d'hydrtj^dne et r" eS un 

tabtet JTJSraS""*^ Physico-chimlques de ce compos* et le rendement de la riacHon sont donnds dans le 

gCEMPLE 7 : pr6paratlon de( Ne-ph6noxva c6tyl)-(dlm6thoxv-4.4' tritvll-5' dfesoxy-g adenosine (composi 

^nmnoi^ nfrft7°''^ op6ratoire quo dans I'exemple 6. mals en utilisant 2.5 mmol du composd no4 au lieu 
fi^in^TS. ^ , °" '® compos* no7 : (N6-ph6noxyac6tyl)-(dim6thoxy-4.4' trltyl)-5' d6aoxy-2' 

f°"Pf^ rfipondant & la fomiule (I) dans laquelle B est le radical d6rivS de I'adfinlne de 
£r^^ . ^.V ®!!.lHlf*°T fVdrogSne. R2 est le radical ph6noxy. R^ est le radical dlm6thoxy-4.4'-trityle. 
H* est un atome d'hydrogdne et R« est un atome d'hydrogdne 

le teblST^"rf^6.'^ "^^^^ ^ ^ caract^rfstiques physico-chimlques de ce composd sont donn6es dans 

^^^P*-^ ° •• Preparation du (N2-m6thoxva c6tyl)-(dim6thoxY-4.4' tritvl)-S' d6soxy-2' guanosine (compos* 

55 ~0n suit le meme mode op6ratoire que dans I'exemple 6. mais en utilisant 2,5 mmol du compos* no3 au lieu 
l,^.I"^/m t '^T <^<^P°^ r*pondant 4 la fomiule (i) dans laqueiie B est le radical de 

H?^tK ^ If^^tl^ la guanine. Ri est un atome d'hydrogdne. R2 est le radical m*thoxy, R3 est le radical 
dirii*thoxy-4.4 -trityle. R4 est un atome d'hydrogdne et RS est un atome d'hydrog*ne 

60 tabieau^lJJ^nex* ^ ®* caract*rlstiques physico-chimiques de ce compos* sont donn*s dans le 

Dans ce tableau, les lettres entre parenth*ses indiquent !a muitiplicit* du pic avec s = singulet. d = doublet 
t=tnplet ; q = quadnjplet et m = multiplet. 
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EXEMPLE 9 : Pr6parl!l5n du cofnpos6 no9 

Get exemple lllustre la pr6paratfon d'un dertv6 phosphoryl6 du compos6 no8 destind k la synthase 
phosphotriester de polynucleotides. 

On sdche 3 mmol du composd no8 par ajout et Evaporation de pyridine anhydre (3 fols 5 ml). On reprend le 
r6sidu dans 15 ml de pyridine et on ajoute 4,5 mmol de bistriazolfdate de chloro-4 ph6nylphosphoryle dans 30 s 
ml de dioxanne anhydre (le bistriazolldate de chloro-4 ph6nylphosphoryle a 6t6 obtenu en ajoutant 4.6 mmol 
de dichlorophosphate de chloro-4 ph6nyle ^ une suspension de 9 mmol de triazole et 9,36 mmol de 
tri6thylamine dans 30 ml de dioxanne). On laisse la r6action se poursutvre pendant 20 min et on la stoppe alors 
par addition de 6 ml d'un melange HaO-triethylamine (1/1 en volume) puis on r6durt le volume du milieu 
r^actionnel 4 5 ml par Evaporation. On reprend dans 100 ml de chloroforme et on lave 3 fols avec 60 ml de io 
solution aqueuse de NaHCOa puis avec 100 ml d'eau. On s6che la phase chloroformique sur sulfate de 
sodium, puis on TEvapore ^ sec. Le compos6 recherchE est isol6 par chromatographie sur gel de silice. On 
contrdle alors le produit obtenu par spectrom6trie de masse et par resonance magn6tique nucl6aire. Le 
rendement de ia r6action et les r6sultats obtenus sont donnas dans le tableau 2 annex6. 

Le compost nog ainsi obtenu est le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B repr^sente te radical 15 
d6riv6 de la guanine de formule (II). R*" repr6sente un atome d'hydrogdne. R2 repr6sente fe radical methoxy. 
R3 repr^sente le radical dim6thoxy-4.4' trityie, R^ repr6sente le radical de formule (VI) et RS repr6sente un 
atome d^hydrogdne. 

EXAMPLE 10 : Preparation du compos6 nolO 20 

Dans cet exemple, on suit le mime mode op6ratolre que dans I'exemple 9 pour preparer le d6riv6 
phosphoryie destine E la synthdse phosphotriester du compose no7 en utilisant 2.6 mmol du compose no7 au 
lieu de 2.5 mmol du compose no8. On obtlent alnsi le compose nolo qui repond A la formule (I) dans laquelle B 
represente le radical de formule (IV) derive de I*ad6nine, represente un atome d'hydrogene, R2 represente 
ie radical ph6noxy, R^ represente le radical dimethoxy-4.4' trityle, R^ represente le radical de formule (VI) et RS 25 
represente un atome d'hydrogdne. 

On contrdle comme precedemment les caracterlstlques du compose obtenu par spectrometrie de masse et 
par resonance magnetlque, les resultats obtenus et le rendement de la reaction sont donnes 6galement dans 
le tableau 2 annexe. 

30 

EXEMPLE 11 : Preparation du compose noil 

Dans cet exemple. on suit le m§me mode operatoire que dans Texemple 9 pour preparer le derive 
phosphoryie du compose no6 destine k la synthese phosphotriester en utilisant 3 mmol du compose no6 au 
lieu de 3 mmol du compose no8. 

On obtient ainsI le compose nol 1 repondant ^ la formule (I) dans laquelle B represente le radical da formule 35 
(III) derive de la cytoslne, R^ et R2 representent le radical methyle. R3 represente le radical dimethoxy-4.4' 
trityie, R^ represente le radical de formule (VI) et RS represente un atome d'hydrogdne. 

Comme dans les exemples 9 et 10, on contrdle le produit obtenu par spectrometrie de masse et par 
resonance magnetlque nucieaire. Le rendement de la reaction et les resultats obtenus sont donnes dans le 
tableau 2 annexe. 40 

EXEMPLE 12 : Preparation du compose no12 

Dans cet exemple. on prepare le derive phosphoryie du compose no8 destine & la synthdse 
phosphoramidite d'oligonucieotides. 

On sdche 3 mmol de compose no8 par co-evaporation de pyridine, de toluene et de tetrahydrofuranne 45 
(THF). On reprend le residu dans 15 ml de THF en presence de 12 mmol de N.N.N-diisopropyiethylamine et on 
ajoute goutte e goutte en 2 min 6 mmol de -cyano6thyl-monochloro N.N-dllsopropylaminophosphoramidite. 
Apres 6 min de reaction, on observe la formation d'un precipite de chlorhydrate de Tamine. On laisse la 
reaction se poursulvre pendant 36 min et on fiitre le precipite en fin de reaction, puis on evapore e sec le filtrat 
et on le reprend dans 150 ml d'ac6tate d*ethyle. On lave par une solution aqueuse glacee e 100/0 de Na2C03. 50 
On seche ensuite la phase organlque sur sulfate de sodium et on revapore e sec. 

On purifie fe compose obtenu par chromatographie basse pression sur une colonne MERCK "LOBAR* de 
tailie B en utilisant pour Ceiution un melange CH2Cl2-hexane-triethyIamine (70/20/10 de en volume). On 
reprend le compose obtenu par un minimum de dichloromethane ou d*acetate d*ethyle et on le precipite dans 
I'hexane k -80** C. On analyse le produit par resonance magnetlque nucieaire, Les resultats obtenus et le 55 
rendement de la reaction sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

On obtient atnsi le compose nol 2 qui repond e la formule (1) dans laquelle B represente le radical de formule 
(II), derive de la guanine. R^ represente un atome d'hydrogene. R^ represente le radical methoxy, R^ 
represente le radical dlm6thoxy-4.4' trityie, R'* represente le radical de fonnule (VII) et R® represente un atome 
d'hydrog6ne. eo 

EXEMPLE 13 : Preparation du compose nol 3 

Dans cet exemple. on prepare comme dans I'exemple 12 le derive phosphoryie du compose no7 destine ^ la 
synthase phosphoramidite en utilisant 3 mmol du compose no7 au lieu de 3 mmol du compose no8. On analyse 
egalement le produit obtenu par resonance magnetlque nucieaire. Le rendement de la reaction et les resultats 65 
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s le tableau 3 annex6 

EXEMPLE 14 : Preparation du compose No14 

gfs'S;''^^^ ■ P^^Pa^ationde la N6^>h6noxyac6tyl (c«m6thoxy-4.4'trftyl)^'d6soxy-2'guanoslne (compos* 

anZn^&lt^T '"°*!f °Pf '^!?*™ I'exemple 6. en utilisant 4 mmol du compose nol au lieu du 

lltT radf^ dfilTrf^;^.** ^ ■ T'P^f^r'^- «on,POs6 ^pondant & la formula (0<£ns laqueBe B 
est le ra<*cal dSnvede la guanine de fbrmule II). Rl est un atome d'hydrogdne. R2 est ie red cal Dh6now R3 

EXEMPLE 16 : Prfiparation du compos6 noie. 

Dans cet exempte on prepare comme dans I'exemple 12 le d6riv6 phosDhorvM du comoosa noi«i a 
U synthd^ phosphoramldite en utilisant 3 mmol du'composfi no^5 TS^31^ZTd^7om^t^ Lt 

s^p%ff^;tfu^^^^;e"25S^— 

ri«?rr^^?f nif nf f °'"P°^ rtpof^dant la fonnule (I) dans laquelle B est le radical d6rfv6 de la guanine 
R4 est le radical phosphor6 de fonmule (Vll). R5 est un atome d-l^drogdne ""^noxy-A.* tntyle. 

H«^A?!T ITa^ "lustrent la prftpamtion de mononuclSotldes compldtement prot6a6s 

destines & la synthase d'ollgonucteotldes selon la m6thode H-phosphonate. «""P'«e'nent proteges 

EXEMPLE 17 : Preparation du compose no17 

m^^L'J-p'^^ff^ate.'"*'^ "^"^^ ""'^ '^'"^ * '^^ Oligonucleotides aelon 

15 m"l ff i^TS"'*!^ «>^vaporation de 5 ml de dioxanne anhydre et on les reprend dans 

Je,So 5 ^^Wd^i I ^Th ^^W^'?^ O" addltionne alore 5 ml d'une™olutlon 1.25 M de chlol^ 

D6nzo-5.6-a) [dloxo-1.3 phosphor-2 inone^l ou salicylchlorophosphite de formula : 




et on iaisse la rftaction se d6rouler pendant 10 minutes & la temperature ambiante 
miZ^^I^^^o^Z1^'^ »^ ^* °" l-hydrolyse pendant 10 minutes. On verse alors ce 

^^t,TiiT^^^^^r^^?J^''^''^X ^^^^^f^^'^ triethylammonium et I'on extrait le prodult 
aesire avec 2 fois 250 ml de chloroforme. On seohe la phase organique avec du sulfate de sodium anhvdre et 
o2r^^™°,T"''^ * r^vaporateur rotatif. On purifie le rlsidu ainsi oLnu^ ^r^S^^^ht ^qSie J^^^^ 
^I^T^?^ ^"' ""^ ''"'"""^ ^« <200 x 40 mm). On 6lue le prodult ^^desTlutlOTsI 

m6^«nL? P^''"?'^'. de mSthanol dans un mfilange & 2% de trtethylamlnTdans leThtoroflrS S de 
™f * • II? methanol : 250 ml ; 2(M) de mSthanol : 250 ml : 3% de methannol • 2»ml - 5% dS 
methanol : 250 ml : 7<Vb de methanol : 500 ml). On rassemble les fractions contenant le p^it iS^ 
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6vapore le sotvant poiir^tenir un produit se pr6sentant sous la forme d'un^rousse blanche. Le rendement 
en produit Nol7 est de 55<yo. On analyse le produit par r6sonance magn6tique nucl6alre, les r^sultats obtenus 
sont regroupds dans le tableau IV. 

On obtlent ainsi le compos6 nol7 qui r6pond d laformute (I) dans laquelle B repr6sente (e radical de formula 
(IV), d6riv6 de I'adfenine. Ri repr^sente un atome d*hydrogdne. R2 repr^sente (e radical ph6noxy, R3 
repr6sente le radical dim6thoxy-4,4' trityle. R4 repr6sente le radical .phosphor6 de formule 



» - + 



et R5 repr6sente un atome d'hydrog^ne. 



H - P - 0 (C H ) NH 

II 2 5 3 

0 



et R5 repr6sente un atome d'hydrogdne. 
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EXEMPLE 18 : Pr6paration du compose nol8. 

Dans cet example, on prepare comme dans I'exemple 17 le d6riv6 phosphoryl6 du compos6 nol5 de3tin6 k 
fa synthase d'oligonucl6otides selon la m6thode H-phosphonate en utilisant 5 mmol du compos6 noi5 au lieu 
de 5 mmol du compos6 no7. Le rendement de la r6actlon est de 480/o et on analyse le produit obtenu par 
resonance magndtfque nuclSaire. Les r6sultats obtenus sont prdsentSs dans le tableau IV. 20 

On obtient ainsi le compost nol8 qui r6pond k la formule (1) dans laquelle B repr6sente le radical de formule 
(II), d6riv6 de la guanine. Ri repr6sente un atome d'hydrogdne. R2 reprdsente le radical ph^noxy. R3 
repr^sente le radical dim6toxy-4,4' trityle, R4 repr6sente le radical phosphor6 de formule 
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EXEMPLE 19 : Pr6paratlon du compos§ nol9. 

Dans cet exemple. on pr6pare comme dans Texemple 17 le ddrivd phosphoryl6 du compose no6 destln6 k la 
synth6se d*oligonucl6otides selon la m6thode H-p!iosphonate en utilisant 5 mmol du compos6 no5 au lieu de 6 35 
mmol du compos6 no7. 

Le rendement de la reaction est de 62o/o et on analyse le produit obtenu par resonance magn6tique 
nucl6aire. Les r6sultats obtenus sont pr^sent^s dans le tableau IV. 

On obtient ainsi te compost nol9 qui r§pond k laformuie(i) dans laquelle B repr^sente le radical de formule 
(III). d6riv6 de la cytosine, Ri et R2 repr6sentent le radical m^tyle, R3 represente le radical dlm6thoxy-4,4' 40 
trityle, R4 repr6sente le radical phosphord de formule 

• - + 
H - P - 0 (C^H J NH 

B 2 5 3 45 



et R5 represente un atome d'hydrogdne. 
EXEMPLE 20 : 

Cet exemple illustre Tutilisation des composes no 9. nolo et no1 1 pour la synthase d*un oligonucleotide dont 
la sequence est la suivante : 

d(AATTCAGATUTQATCAT) AGRE-AGRE 

Dans cette sequence, A repr6sente le nucleotide form6 avec I'adenlne. C represents te nucleotide fonne 
avec la cytosine et G represente le nucleotide forme avec la guanine, T repr6sente te nucleotide forme avec la 55 
thymine et U le nucleotide forme avec ruracile. 

Pour effectuer cette synth6se. on utilise les composes no9, nolo et noii comme synthons correspondent 
respectlvement k la guanine, I'adenlne, et k la cytosine et des synthons correspondent k la thymine et k 
ruracile. Ceux-ci sont obtenus k partir des nucleosides correspondants en prot6geant les fonctlons hydroxyle 
en 5' et en 3' respectlvement par le radical dimethoxy-4.4' trityle et le radical de formule VI) en utilisant le mSme 60 
mode operatoire que dans les exemples 6 e 11. 

On effectue la synthese au moyen d'un automate Biosearch "SAM ONE" en utilisant : 

- 50 mg, soit environ 1,5 ^ 3 mol, du support comportant I'extremite 5' de la chaTne (Pierce "Controlled Pore 
Glass"), 

- 25 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides obtenus dans les exemples 9 e 1 1 et des 65 
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midino Gt de d6soxy-2' uridine, ce qui reprtsentelnvlron 8 & 15 Equivalents et 
;o?saTarTu' chtr de"^°^^^^^ par rapport au nuC.os.de. d^un agent d'actlvatlon 

if^^t*^®' composant chaque cycle de condensation sont tes sulvantes : 

- dfitritylation : aclde trfchloraGfiflque 4 2<M) dans CH2a2 pendant 2 min 

- lavage : CHaCN pendant 1 min, 

- s^chage : CHaCN anhydre pendant 6 min, 

CwS/mSriSmt^ .**^ilMc°^"*® monomfire et chlorure de mdsityldne sulfonyle dans le melange 
CHaCN/methyl-l Imidazole (85/15 en volume pendant 15 min et 

- lavage : CH3CN pendant 6 min. 

f^^nn^J^^!l*^^^'^^^"''^!^°"' °" comportant I'oligonuclSotide 116 de 

on ninH=^* T^l'^ ""^ Py™''- °" •■ammoniaque A 28%.7t 

6oJtem«.^i^r " ^ ^^^^"^^^ ambfante. On libere ainsi rollgonucl^tide du support en ellminknt 
fegalement les groupes protecteurs falsant I'objet de I'lnventlon oimimant 

nn^Jl^!^''^ alors le sum^eant et on rince la silice avec 3 fols 1 ml d'eau bldistill6e. On dvapore le solvant et 
cmT? oi, T^"'^^"' °" fractionne sur une cdonne de S6phadexG 25 (dIanZe 1 

SSplIilise ' Pr6sentent une absorption dans I'ultrJolet 4 254 nm et on les 

^ ^" ^® T4-polynucl§otfde kinase et par 6lectrophortse 

^nnf V^tf ^ T'T"^! f.?°"™ d'ADN synthfetlque obtenu. dfcoupaL de la 

SfSque ''^ penmettent de purifier le prodult en vue d-une^teatfon 

- d°AATTCAGAUCTQATCA^^ '^^ Oligonucleotides dont les sequences sont les sulvantes : 

- d(AATTCAGUTCTGATCAT).' 

- d(AATTCAUATCTGATCAT). et 

- d(CQATGATCAGATCTG). 

Ho™"^^!*.?^®'"^".* r6sultats et une 6nmInatIon des groupes protecteurs dans des conditions 

douces, dans I'ammoniaque k temperature onJinaire. ^-wnuiuoiis 

EXEMPLE 21 

®* ®f®'"P'e. on u««ae les compos6s no12. no13 et now pour synth6tiser des homopolymdres de 15 
nucteotides de longueur en utillsant la synthase phosphofBmidite nomopoiymeres de 15 

On realise les synthdses k I'alde du mfime automate Biosearch "SAIW ONE" que (fans I'exemDle 20 et on 
utilise les quantftSs de r6actif sulvantes : exempie «aj ei on 

piSnlSeSldi^ue^'^ * ^ ^^'^ I'exemple 15 comportant rextr6mlt6 3' de la chalne 

- 20 mg des composes 12, 13. ou 14 par cycle de condensation (20 & 25 equivalents), et 

^ iTpSX^TtlSe"/^'*'"'^'"*''^'^"'*""""^^^ 
Chaque cycfe de condensation comporte les Stapes sulvantes • 

- d6tritylation : acide trichlorac^tique A 2<Vb dans CH2CI2 pendant 1 min 30 

- lavage : CH3CN pendant 1 min, 

- s6chage : CH3CN anhydre/dim6thytfonnamlde anhydre (90/10) pendant 3 min 

(90/lTSS^^ nucl6osfde + agent d'activatlon dans le melange CHaCN/dimethylformamfde 

- oxydatlon : lode k 0.46«Vb dans t6trahydrofuranne/eau/lutldine (89.5/10/0.6) pendant 1 min 
'n^^r^^^'^nt^H^^^^ '^^9' P^"*" ^^^PP®'' l'6longation des chaTnes incompletes : 

rl™ ^^^n^"^ ^f^'^f f "'^^'■^ ImldBzo^ dans CH3CN anhydre pendant 2 min. ^ 

- lavage . CH3CN pendant 3 min. 

» ^^f* ^® condensation realises avec le mfime compose (composes no 12, nol3 ou nol4) on 

II^"®- ^"^''^n«.''*rP°'**"* P'*^"" synthetise dans une ampoule de pyrex et on ajoute 2 ml 
3'S„«^^f ^ ^ °" "^"t""! «"'POules pendant 8 h 4 la telnp6rBture iriblante. ce qui pemS 
d eiiminer les groupes protecteurs falsant I'objet de Tinventlon. . m «i 

A iSlo'ffr to sumageant et on rince la slilce avec 3 fols 1 ml d'eau btdlstiliee. puis on chasse le solvant 
hL J ^ ^ '^^^ et on le purifie par chromatogrBphle sur gel 

JLf^nh^r ® '^H^^ ^^""^ absorbent 4 254 nm et on analyse leur oSntenu ^ 

On n^n^f f P^^^"')^^^ aprds mafquage au phosphore 32 par T4-polynucl6otId6 kinase. 

On contraie aInsi que les 3 homopolym6res synthetlses ont la longueur voulue et qu'Ils correspondent 
respectivement a d(Ai6). d(Cis) et d(Qi6). BJ.ponaeni 

EXEMPLE 22 : Preparation d'un ongonucl6otide par la m6ttiode H-ptiosphonate 

H«nf! ®^«™P'e illustre rutillsatlon des composes noi7. noie et noig pour la synthdse d'un oligonucleotide 
Qont la sequence est la suivante : 
5' d(ATGATCTACT) 3' 
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Dans cette s6quence. A, G, C et T repr6sentent les m§mes nuct6otides qi^^ans la sequence de Texemple 
20. 

Pour effectuer rassembtage. on utilise les composes nol7. noi8 et noi9 comme synthons correspondant 
respectlvement k Taddnlne, la guanine et la cytoslne et un synthon correspondant & la thymine. Ce dernier est 
obtenu k partir de la thymidine en prot6geant la fonction 5' par un groupement dlmethoxy-4,4' trityle et la s 
fonctlon 3' par le groupement phosphor^ de formule 



en utilisant le mdme mode op^ratoire que celui rapports precddemment pour le d6riv6 H-phosphonate de 
i'ad^nine. 

On effectue I'assemblage au moyen d'un automate Blosearch "SAM ONE' en utilisant : is 

- une colonne pr6conditlonnee par le constructeur comprenant le support greff6 avec 1 mlcromole de 
thymidine prot6g6e en 5' par un groupement dImethoxy-4,4' trityle, 

- 8 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides nol7. noi8 et noi9 et du d6riv6 correspondant de 
la thymidine. Ce qui repr6sente environ 10 equivalents molalres, et 

- 6 microlitres par cycle de condensation soit 50 Equivalents molatre de chlorure de trim6thyl ac6tyle. utilise 20 
comme agent d'actlvation. 

Les Stapes composant chaque cycle de condensation sont les suivantes : 

- acide trichlorac6tique d. 2«>/o dans le dlchlorom6thane, 3ml en 1 minute, 

- lavage k V ac^tonitrile : 3 ml, 

- s6chage avec un melange pyridlne/ac6tonitrile 1:1/3 ml, 25 

- condensation : deriv6 du nucleoside et agent deactivation dans 2 ml de melange pyridine/ac6tonitrlle en 1 
minute, 

- lavage par 3 ml de m§lange de pyridine et d*ac6tonitrile, 

- lavage par 3 ml d'ac6tonitrile. 

A la fin des cycles de condensation, on precede & Toxydation des phosphores intemucl6otidiques par so 
passage d'une solution diode k 20/o dans un melange pyridlne/eau 98/2 (3ml). On effectue ensuite un lavage 
par le melange de pyridine et d*ac6tonirile (5ml), par I'acetonitriie (3mi) et Von procdde k la d6tritylation comme 
11 est dScrit ci-dessus. 

On obtient alors un gel de silice comportant le polynucleotide tie de fagon covalente. On transtere fe tout 
dans une ampoule en pyrex, on ajoute 2ml d'ammonlaque k 28<yo et on la laisse pendant 2 heures & la 3S 
temperature ordinaire. On libere ainsi roltgonucieotlde du support en eilmlnant egalement les groupements 
protecteurs faisant I'objet de rinvention. On preieve alors le surnageant, on rince la silice avec 3 fois 1 ml d'eau 
bfdistiliee, on evapore le solvant et on reprend le residu par 0,5 ml d'eau. On le fractlonne ensuite sur une 
colonne de sephadex G25 (diamdtre 1 cm, hauteur 7 cm), on r6unit les fractions presentant une absorption 
dans {'ultraviolet k 254 nm et on les lyophilise. 40 

On v6rifie la bonne iongueur du produit synthetise par marquage radio-actif au phosphore 32 au moyen de la 
T4-polynucieotide kinase suivi d'une eiectrophorese sur gel de polyacrylamide. 
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Compost n* 12 

OCH- 
I 3 
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Compose n* 17 

NH-CO-CH 






0 
I 

0 = P - 0 

I 

H 



[(C2H5)3Nh]* 



Compos* n' 18 




H 

Compo s e n * 19 



CH3O 



CH3O 



NH-CO-CH<^ ^ 
CH3 



H 
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Revendications 

1 . D6riv§ de nucI6oslde repondant k la formula : 



(1) 



OR* 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi panni : 



I 



(II) 



4 I NH 

I I 



CIV) 



rell6 au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 
- Ri represente un atome d'hydrogdne ou un radical all^e • 

*2f.rn!r'!r d'hydrogdne. un radical alkyl. un radical alcoxy. un radical aryloxy non substltue 
ousubs«tu6parunoudesgroupementschoiaisparmiN02.CN.alcoxy aryloxy sufsiiiue 



aryloxy^ Cl^ F, 



.«0 



Sr' '^r' ^^r' 



'(OR) 2' 



1^2 °" SB avec R representant un radical alkyle ou aryle ; & I'exclusion de Ri = H 

La = CH3 lorsque B est le radical (II) ou (III), et de R' = R2 - CHa lorsque B3 est te radical (H) 
- R3 repr6sente un atoms d'hydrogdne. un radical labile en milieu aclde ou le radicS ™e fSe • 



,2^ 



CH - CO - 



dans laquelle Ri et RS ont la signification donn6e ci-dessus, 

- R* repr6sente un atome d'hydrogdne. un radical phosphor^ ou le radical : 



CH-CO~ 



dans lequel Ri et R2 ont la signification donn6e ci-dessus ; et 
- R» represents un atome d'hydrogdne ou le radical OH. 
2. 06rive de nucleoside selon la revendlcation 1. ca^acterisS en ce que le radical labile en milieu acide 
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R3 est chofsl dans (e groupe des radlcaux ttityl de formula : 



10 



- C 




(V) 



15 



dans laquelle R^, et R^ qui peuvent dtre fdentiques ou diffirents, repr6sentent un atome d*hydrogdne, 
un radical alkyte ou un radfal alcoxy, des radicaux pbcyle et des radicaux ph6nyl-9 xanth§nyfe. 

3. Deriv6 de nucleoside selon I'une quelconque des revendlcations 1 et 2, caractdrisd en ce que le 
radical phosphor^ R^ est choisi dans le groupe des radicaux de formule : 



20 



25 



de formuLe : 



0 . P - o' CC^Hj)^ „H * <VI) 



30 



35 



40 



OU de formule : 



NCCH^CH^O-P-N 



/ 



\ 



CH 



CH 



CH 



CH 



CH 
/ 3 



CH 



CVII) 



45 



H - t - 0" 

8 



so 



4. D6nv6 de nucleoside selon la revendicatlon 1 , caract6ris6 en ce que B reprSsente : 



55 



(ID ; 



60 



R"" repr6sente un atome d*hydrogdne et R^ repr6sente un radical alcoxy ou un radical aryloxy 
eventuellement substitud. 

5. Deriv6 de nucleoside selon la revendication 4, caractdrfse en ce que R2 est un radical choisi parmi : 
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ou CH 



3 



6. Derive de nucleoside 



selon la revendication 1 . caract6rise en ce que B repr6sente : 




(IV) 



R** repr6sente un atome d'hydrogdne et R2 represents un radical aryloxy §ventuellement substltu6. 

7. D6riv6 de nucleoside selon la revendication 6, caractdris6 en ce que R2 reprSsente le radical 
ph6noxy. 

8. Derive de nucleoside selon la revendication 1 . caracterise en ce que B represente : 



et R2 quf peuvent itre identiques ou dlff6rents representent un atome d'hydrog^ne ou un radical 
alkyle. 

9. Derive de nucleoside selon la revendication 8, caracterise en ce que et R2 repr6sentent le radical 
methyle. 

10. Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revendications 1 et 4 A 9. caracterise en ce que R3 
et R* representent un atome d'hydrogene. 

1 1 . Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revendications 1 et 4 9. caracterise en ce que R3 
represente le radical : 



et R* represente un atome d'hydrogdne. 

12. Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revendications 1 e 11. caracterise en ce que R^ 
represente un atome d'iiydrogene. 

13. Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revendications 1 et 4 d 9, caracterise en ce que R^ 
represente le radical : 



NH 
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10 



- C 




OCK. 
OCH. 



et R* repr6sente (e radical : 



15 



\ <-)r "1 + 
0 = - 0 v^^^^^ ^vi) 



0 C H Cl 
6 4 



20 



14. D6r1v6 de nucl6oslde sefon Tune quelconque des revendications 1 et 4 & 9, caract6r1s6 en ce que 
repr§sente ie radical : 



25 



30 



- C 




35 



et R4 reprdsente (e radical : 



40 



45 



NCCH^CH 0-P-N 
2 2 



(VII) 



CH 



CH 



50 



15. D6rrv6 de nucleoside seion Tune quelconque des revendications 1 et 4 i 9, caract6ris6 en ce que R^ 
repr^sente Ie radical : 



55 



60 



- c 
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et R^ reprSsente Ie radical : 
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ri^i °stJSu?aStX?oX^^ '"'"'""^"^ revend.cat.ons 13 . 15. caract6r.s6 en ce cue RS 
17. Proc6d6 de synthdse d'ongonucl6otides. caract6ris6 en ce qu'll comprend • 



10 



3 
R 0 




0 B-CO-CH 



(I) 



dans laquelle B repr^sente un radical bivalent cholsl 



15 



20 



25 



parmi : 



NH 



I 



(III) 



ou 




30 



35 



rell6 au groupement CO par son groupement NH- exocycllque • 
- Ri repr6sente un atome d'hydrogdne ou un radical alkyle 



<0R)2' 



40 



45 



«t , o""""; ^''^'^ ^ repr§sentant un radical alkyle ou aryle. k rexcluslon de Ri - H ^ 

et R2=CH3 lorsque B estle radical (fl) ou (Hi) etde R^^R^^CHa lorsque B est e 

- R3repr6sente un radical labile en milieu acide. ^rsque u esr le radical (II) . 

- R* repr6sente un radical phosphore. et 

- R5 repr^sente un atome d*hydrog6ne ; et 

20) una 6tape d'6limination du ou des groupes protecteurs de formule : 



55 



CH - CO - 



60 



dans lesquelies Ri et R2 sont tels que difinis ci-dessus. 



65 
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Revendlcations pour tes Etats contractants sulvants : ES, AT. 

1. Proc6d6 de preparation de d6riv6s de nucldosfdes de formute : 



10 



20 



35 



45 



55 



CI) 



15 dans laquelle B repr6sente un radical bivalent choisi parmi : 



O NH n|{ 



\ ^ (IV) 



25 \ \ i 

relI6 au groupement CO par son groupement NH-exocyclique ; 
-Ri reprdsente un atome d'hydrogdno ou un radical alkyle ; 
30 - R2-repr6sente un atome d'liydrogdne, un radical alkyle, un radical alcoxy. un radical aryloxy non 

substitud ou substltu6 par un ou des groupements choisis parmi NO2. CN, alcoxy, aryloxy, CI, F, 



Sr' 'V' ^-R' ^^(0R)2' 



alkyle, aryle substitu6 ou non, SR avec R repr6sentant un radical alkyle ou aryle ; k I'exclusion de R^ = H et 
R2 = CH3 lorsque B est le radteal (H) ou (III), et Ri = R2 « CH3 lorsque B est le radfcal (II) ; 
40 - R3 repr§sente (e radical de formula : 



CH-CO 



dans laquelle Ri et R2 ont la signification donnte ci-dessus. 
50 - R* rBpr§sente le radical : 



CH-CO 



dans lequel R^ et R^ ont la signification donn6e ci-dessus ; et 
eo RS repr6sente un atome d'hydrog6ne. 

caract6ris§ en ce que I'on fait r6agir un nucleoside choisi parmi les nucleosides de la guanine, de la 
cytosine et de Tad^nine avec un chlorure d'acide de formule : 



65 
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CH-COCt 



ou un anhydride d'acide de formula: 

r1 



r2 
r2 



CH-CO 



\ 

( 

:h-co 



dans lesquelles R"" et R2 sont tels que d6finis cl-dessus, 
2. Proc6d6 de preparation d'un derivd de nucleoside r6pondant k laformule : 



10 



15 



20 



25 



R-'O 



(I) 



OR* 



dans laquelle B reprSsente un radical bivalent choisi parmi : 



(ID 



NH n|i 



(IV) 



30 



35 



40 



45 



reli6 au groupement CO par son groupement NH-exocyclique : 

- R 1 repr^sente un atome d'hydrogene ou un radical alkyf e ; 

- R2 repr6sente un atome d*hydrog6ne, un radical all<yle. un radical alcoxy. un radical aryloxy non 
substitu6 ou substitud par un ou des groupements choisis pamil NO2, CN, alcoxy, aryloxy. CI, F, 



C^^^ SO R, ^, P 



alkyle, aryle substitu6 ou non, SR avec R repr6sentant un radical alkyle ou aryie \k Texclusion de R"" H et 
R2 = CH3 lorsque B est le radical (II) ou {lll).et de Ri - R2 « CH3 lorsque B est le radical (tl) ; 
- R3 repr6sente un radical trityle de formule : 
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io 



- C 




15 



dans laquelle R^, et R^ qu[ peuvent §tre Identiques ou diffdrents, reprdsentent un atome d'hydrogdne, 
un radical alkyle ou un radical alcoxy, 

- R* repr^sente un radical phosphor^ choisi parmi le radical de formule : 



20 



(Vl> 



CI 



le radical de formule : 



25 



30 



35 



CH 



NCCH CH,0-P-N 
2 2 



/ 



\ 



CH 



CH 



CH 



CH 

y 3 



CH 



evil) 



40 



■ et le radfcal de formule : 



45 



50 



55 



\ 

H-P-0 

u 

0 



.11 



.12 



NH' 



dans raquelle R^ i, R'lz et R^^ qui peuvent 6tre identiques ou diff^rents, sont des radlcaux alkyle , et 

- R^ repr^sente un atome d*hydrog6ne, caract^risS en ce qu'ii comprend les Stapes successives 

suivantes : 

a) reaction d*un nucleoside choisi parmi les nucleosides de ta guanine, de ia cytosine et de 
radSnine avec un ctnlorure d'acide de formule : 



60 



CH-COCL 



65 



ou un antiydrlde d'acide de formule : 
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CH-CO 



CH-CO 



10 



dans lesquelles et R2 sont tels que ddfinis cl-dessus. pour former un d6riv6 de nucl6oside is 
r6pondant k laformule (I) dans laquetle et R* repr6sentent le radical de formule : 




CH-CO 
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dans faquelle R*" et R2 sont tels que ddfinis ci-dessus. et R6 repr^sente un atome d'hydrogdne. 

b) elimination des radlcaux R3 et R* du deriv6 de nucI6oside obtenu dans l'6tape a) par hydrolyse 
s6lective pour obtenir le d6riv6 de nucleoside de fomnule (I) dans laquelle R3 et R* representent un 
atome d'hydrogdne ; 

c) reaction du d6riv6 de nucl6oside obtenu dans r6tape b) avec un chlorure de trityte de formule : 
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dans laquelle R«, R'' et R^ qui peuvent etre Identiques ou diff^rents. representent un atome 
d'hydrog6ne. un radical alkyle ou un radical alcoxy. pour obtenir le dSrivd de nucleoside de formule 
(I) dans laquelle R3 reprisente un radical trityle ; 

d) reaction du d6riv6 de nucleoside obtenu dans retape c) avec soit le bis-triazolidate de 
chloro-4-piienylphosphoryle, soit le B -cyano6thyl-monochloro N.N-diisopropylamine phosphorami- 
dite, soit la chloro-2 benzo-(5. 6-a) dioxo-1.3 phosphor-2 inone-4 et un sel de triaflcyl ammonium, 
pour obtenir le derive de nucleoside de formule (1) dans laquelle R3 represente un radical trityle. R* 
represents un radical choisi pgu-mi les radicaux de formule : 
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de formule : 
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et reprdsente I'hydrogdne. 
3 Proc6d6 de synthase d'offgonuddotides. caractdrisd en ce qu'il comprend 

1o) au mofns un cycle de condensation dans lequel on condense sur un ddriv6 de nucltosfde ou 
sur un oligonucleotide un ddrivd de nucfioside de formute : 
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dans laquelle B reprdsente un radical bivalent cholsl pamnl : 
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relid au groupement CO par son ^oupement NH-exocycllque ; 

- R^i reprisente un atome d*hydrogdne ou un radical alkyle ; 

- represents un atome d*hydrogdne, un radical alkyle, un radical aJcoxy, un radical aryloxy non 
substttue ou substitue parun ou des groupements choisis parm! NO2, CN« alcoxy, aryloxy, CI. F, 
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Sr' '^R' ^^r' ''^(0R)2' 



alkyte, aryle substitue ou non, SR avec R reprdsentant un radical alkyle ou aryle ; a I* exclusion de 
Ri = H et R2 = CHa lorsque B est le radical (II) ou (III), et R1 = R2 = CH3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R^ repr§sente un radical phosphor^, et 

- RS repr6sente un atome d'hydrog6ne ; et 

2o) une dtape d'§limination du ou des groupes protecteurs de formule : 
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CH-CO 
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dans lesquelles R^ et R^ sont tela que dSfinis ci-dessus. 
4. Procede selon la revendication 3, caracteris6 en ce que le radical labile en milieu acide R^ est choisi 
dans le groupe des radicaux trityte de formule : 



IS 



20 



- C 




25 



30 



dans laquelle R^, R'^ et R® qui peuvent etre identiques ou diff^rents, reprdsentent un atome d*hydrogdne, 
un radical alkyle ou un radical alcoxy, des radicaux pixyle et des radicaux phdnyl-9 xanth§nyle. 

5. Prookdk selon Tune quelconque des revendications 3 et 4, caractdris6 en ce que le radical 
phosphore R"^ est choisi dans le groupe des radicaux 
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de formule : 
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dans laquelle ^ R^^ Ri3 qui peuvent §tre [dentfques ou diffdrents. sont des radfcaux aikyle. 
6. Proc6d6 seton Tune quelconque des revendicati'ons 3^5, caract§iisd en ce que B represents : 
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20 
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R"* repr6sente un atoms d'hydrog^ne et R2 repr§sente un radical afcoxy ou un radical arytoxy 
25 eventuelfement substltu6. 

7. Procidd selon la revendication 6, caractdr!s§ en ce que R^ est un radical choisi paimi : 
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8. Proc§dd selon Tune quelconque des revendtcations 3^5. caractdrisd en ce que B represents : 
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Ri reprdsente un atome d'hydrog^ne et R^ repr6sente un radical aryloxy ^ventuellement substitu§. 
50 9. Procddd selon la revendication 8, caracteris6 en ce que R^ repr6sente le radical phSnoxy. 

10. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendicatlons 3^5. caractdrfse en ce que B repr6sente : 
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R1 et R2 qui peuvent §tre Identiques ou diffdrents reprdsentent un atome d'hydrogdne ou un radical 
aikyle. 
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11. PrlMRfe selon la revendication 10, caractdrisd en ce que fvet reprdsentent le radical m6thyle. 

12. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 6 1 1, caractdrls6 en ce que R3 reprdsente le 
radical : 
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et reprdsente le radical : 
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13. Proc6d6 selon Tune quefconque des revendications 6 6 11, caracterlse en ce que R3 repr6sente le 25 
radical : 
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et represente le radical : 
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14. Proc6d6 selon 1 une quelconque des revendications 6 611. caract^ris6 en ce que R3 represente le 
radical deformute : 
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6t reprSsente la radical : 
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